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第 1 章	 背景 






間 800 万人を超え、世界の死因の第一位である（2015 年）（Fig. 1）。 
 
 
Fig. 1 世界の死因トップ 10 
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世界の死因を⽰した。虚⾎性⼼疾患（876 万⼈）、脳卒中（624 万⼈）、下気道感染症（319 万⼈）、
慢性閉塞⽣肺疾患（317 万⼈）、気管・気管⽀・肺がん（169 万⼈）、糖尿病（159 万⼈）、アル
ツハイマーその他認知症（154 万⼈）、下痢性疾患（139 万⼈）、結核（137 万⼈）、道路交通傷

















第 2 節	 心臓の構造 
	 心臓は左室、右室、左房、右房から構成され、それぞれが連携して機能することによ
































第 3 節	 VEGF シグナル 
	 血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor; VEGF）は胎児期や心筋梗塞後に
心筋層から産生され、血管内皮細胞の増殖、遊走、生存を司る 3-7。血管新生に関与する
VEGF 受容体として、Flk1（VEGF 受容体-2）と Flt1（VEGF 受容体-1）が知られている。
Flk1 は血管の出芽や分岐を引き起こすことで、血管形成を促進する一方、Flt1 は Flk1
の抑制因子として働くことで、血管形成を制御し、血管の機能を維持する 8。発生過程
における血管形成は、この Flk1 と Flt1 の双極性によって制御される（Fig. 5）。Flk1 欠
損マウスでは血管新生が起きず、血管の形成不全によって embryonic day 8.5〜10.5（E8.5
〜10.5）で胎生致死となる 9。一方、Flt1 欠損マウスでは Flk1 シグナルが過剰に活性化
されることで、血管の過形成が起こり、E8.5〜10.5 で胎生致死となる 10。このように、
VEGF シグナルにおける Flk1 と Flt1 のバランスが血管形成に重要であることが知られ




Fig. 5 VEGF 受容体 
VEGF 受容体である Flk1 と Flt1 の構造を⽰した。Flt1 は VEGF に対して⾼い親和性を持つ⼀⽅、
チロシンキナーゼ活性が低い。逆に、Flk1 は、Flt1 と⽐べ VEGF に対する親和性は低いが、⾼
いチロシンキナーゼ活性を持つ。Flk1 は⾎管内⽪細胞を増殖、遊⾛させることで、⾎管新⽣を




第 4 節	 胎児期における冠血管発生 
	 心臓内の血管網は主に胎児期に形成され、出生後の心筋からの酸素要求に備える。マ
ウスの心臓内の冠血管形成は E10.5 以降に急速に始まることが知られており、3 つの起
源が提唱されている（Fig. 6）6,7。1 つ目は、sinus venosus と呼ばれる、胎児期の全身血
が心臓に入る前に通過する領域である。この領域の細胞が subepicardium 内を遊走し、








Fig. 6 胎児期における冠⾎管発⽣ 
胎児期における冠⾎管の発⽣過程を⽰した。⼼臓発⽣初期、全⾝の⾎液は右房に繋がる sinus 
venosus から流⼊し、右室に繋がる out flow tract を通って再び全⾝へ流出する。⼼臓と肝臓の
間には、⼼外膜の起源となる proepicardial organ が存在する。これまでに endocardium と








らかにされていない。また VEGF シグナルは、全身の血管形成を司り、VEGF の欠損や、
その受容体である Flk1 及び Flt1 の欠損は致死的であることが知られているが、免疫染
色に適切な Flk1 と Flt1 の抗体がないため、これまで生体内における発現解析は十分に
行われてこなかった。そこで私は、最近開発された Flk1 と Flt1 のレポーターマウスを





第 3 章	 材料・方法 





第 2 節	 遺伝子改変マウス 
	 Flk1-GFP bacterial artificial chromosome（BAC）トランスジェニックマウス及び
Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスは既述の通り作製され、滋賀医科大学動物
生命科学研究センター・依馬正次教授よりご供与頂いた 14,15。Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダ
ブルトランスジェニックマウスは Flk1-GFP BAC トランスジェニックマウスと
Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスを交配して作製した。Flk1-LacZ ノックイン
マウス（JAX#002938）は慶應義塾大学医学部・久保田義顕教授よりご供与頂いた。 
 
第 3 節	 免疫染色 
	 摘出した心臓は、0.4％PFA で一晩固定した後、OCT compound（Sakura Finetek、CA、
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USA、4583）を用いて包埋した。包埋した心臓を左室、右室、左房、右房が見えるよう
に 7 μm の厚さに薄切し、次の抗体を用いて染色した。一次抗体：GFP（MBL、Aichi、







第 4 節	 免疫組織学的解析 
	 陽性細胞数をカウントするために、心室壁を中央から二等分し、心外膜側と心内膜側
の 2 つの領域を定義した。Flk1-GFP 陽性細胞と Flt1-DsRed 陽性細胞は心外膜側、心内
膜側それぞれの領域から 1 切片あたり無作為に 3 ヶ所選び、その領域内の全核数に対す
る Flk1-GFP 陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性細胞数の割合として算出した。冠血管におけ
る血管内皮細胞は、1 切片あたり無作為に 5 ヶ所選び、その中で冠血管を形成する血管
内皮細胞数に対する Flk1-GFP 陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性細胞数の割合として算出し
 16 
た。単位面積あたりの血管内皮細胞は、画像解析ソフトウェア Image J を用いて梗塞巣
の面積を算出した後、梗塞巣内の Flk1-GFP 陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性血管内皮細胞




第 5 節	 LacZ 染色 
	 摘出した心臓を 0.2％グルタルアルデヒド/PBS で 3 時間固定した後、OCT compound
を用いて包埋した。包埋した心臓を左室、右室、左房、右房が見えるように 7 μm の
厚さに薄切し、1 mg/mL X-gal 染色液（5 mM フェロシアン化カリウム、5 mM フェリシ




第 6 節	 Azan 染色 
	 摘出した心臓を 4％PFA で一晩固定した後、パラフィンで包埋した。包埋した心臓を
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第 7 節	 心筋梗塞モデルマウス 
	 マウスの気道にサーフロー留置針を挿管し、人工呼吸器に接続した。イソフルラン麻
酔下で開胸し、 7-0 シルク縫合糸で左前下行枝を結紮することで心筋梗塞モデルを作製
した。これまでに作製した心筋梗塞モデルマウスの生存率は 90%以上であった 16。 
 
第 8 節	 統計学的解析 
	 統計学的解析に用いたサンプル数（n）、平均値、標準偏差、有意差は、figure 及び figure 
legend 内に記載した。検定はすべて、n≧3 で行い、P<0.05 を有意と定義した。 
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第 4 章	 結果 
第 1 節	 出生後 1 日目の心臓における Flk1 の発現解析 
	 心臓における Flk1 の発現パターンを検討するために、出生後 1 日目の Flk1-GFP BAC
トランスジェニックマウスの心臓を解析した。まず、Flk1-GFP BAC トランスジェニッ
クマウスの心臓から左室、右室、左房、右房が見える四腔像の切片を作製し、心筋細胞





Fig. 7 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flk1 の発現 
Flk1-GFP、cTnT、DAPI で染⾊した出⽣後 1 ⽇⽬の Flk1-GFP BAC トランスジェニックマウス
の⼼臓の全体像を⽰した。右上の画像は⽩枠で⽰した部分の拡⼤像である。スケールバーは、
500 µm を⽰している。 
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を用いて免疫染色を行った。その結果、Flk1-GFP は CD31 陽性の冠血管及び毛細血管
に発現することがわかった（Fig. 8）。一方、心筋細胞、血管平滑筋細胞、線維芽細胞で
は Flk1-GFP の発現は認められなかった（Fig. 8）。 
 
 
Fig. 8 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flk1 の発現 
Flk1-GFP、CD31、αSMA、cTnT、collagen 1（Col1）、DAPI で染⾊した出⽣後 1 ⽇⽬の Flk1-GFP 
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BAC トランスジェニックマウスの⼼臓の⼀部（冠⾎管）を⽰した。右の 3 枚の画像は、左の 3
枚の画像の⽩枠で⽰した部分をそれぞれ拡⼤したものである。スケールバーは、30 µm を⽰し
ている。Flk1-GFP は CD31 陽性の⾎管内⽪細胞に発現した。 
 
	 さらに私は、心室壁における Flk1 の発現パターンに着目した。心室壁を中央から二
等分し、心外膜側と心内膜側それぞれの領域における Flk1-GFP 陽性細胞数をカウント
したところ、興味深いことに、心外膜側の Flk1-GFP 陽性血管内皮細胞は、心内膜側の






Fig. 9 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flk1 の発現 




（B）⼼外膜側及び⼼内膜側における Flk1-GFP 陽性細胞の割合を⽰した（n = 3）。 




第 2 節	 出生後 1 日目の心臓における Flt1 の発現解析 
	 次に、Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスを用い、出生後 1 日目の心臓にお
ける Flt1 の発現パターンを解析した。まず、前節と同様に cTnT 抗体を用いて、心臓全




Fig. 10 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flt1 の発現 
Flt1-DsRed、cTnT、DAPI で染⾊した出⽣後 1 ⽇⽬の Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウ
スの⼼臓の全体像を⽰した。右上の画像は⽩枠で⽰した部分の拡⼤像である。スケールバーは、
500 µm を⽰している。 
 
	 次に、心臓を構成する種々の細胞に対する抗体を用いて免疫組織学的に解析した結果、





Fig. 11 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flt1 の発現 
Flt1-DsRed、CD31、αSMA、cTnT、collagen 1（Col1）、DAPI で染⾊した出⽣後 1 ⽇⽬の Flt1-DsRed 
BAC トランスジェニックマウスの⼼臓の⼀部（冠⾎管）を⽰した。右の 3 枚の画像は、左の 3
枚の画像の⽩枠で⽰した部分をそれぞれ拡⼤したものである。スケールバーは、30 µm を⽰し
ている。Flt1-DsRed は CD31 陽性の⾎管内⽪細胞に発現した。 
 
	 さらに私は、心室壁を中央から二等分し、心外膜側と心内膜側それぞれの領域におけ







Fig. 12 出⽣後 1 ⽇⽬の⼼臓における Flt1 の発現 
（A）出⽣後 1 ⽇⽬の Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスと CD31 で染⾊した⼼臓の全
体像を⽰した。右上及び左下の画像は、それぞれ⽩枠で⽰した⼼外膜側、⼼内膜側の領域の拡
⼤像である。 
（B）⼼外膜側及び⼼内膜側における Flt1-DsRed 陽性細胞の割合を⽰した（n = 3）。 
データはすべて平均値 ± 標準誤差で⽰し、N.S.は有意差がないことを⽰している。スケールバ




第 3 節	 出生後 1 日目及び成体の心臓における Flk1・Flt1 の発現解析 
	 Flk1 と Flt1 の経時的な発現パターンを比較するために、Flk1-GFP BAC トランスジェ
ニックマウスと Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスを交配して、
Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスを作製し、出生後 1 日目の心臓





Fig. 13 出⽣後 1 ⽇⽬（P1）及び成体の⼼臓における Flk1・Flt1 の発現 
（A）出⽣後 1 ⽇⽬の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスの⼼臓の全体像を
⽰した。 Flt1 は⼼臓全体に発現する⼀⽅、Flk1 は⼼外膜側に優位に発現した。 
（B）成体の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスの⼼臓の全体像を⽰した。 
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下の 2 枚の画像は⽩枠で⽰した左⼼室壁及び右⼼室壁を拡⼤したものである。Flt1 は⼼臓全体に
発現する⼀⽅、Flk1 は⼼外膜側に強く発現した。 
LV：左室、RV：右室。スケールバーは、500 µm を⽰している。 
 
	 次に私は、冠血管に着目し、冠血管を構成する Flk1-GFP 陽性細胞と Flt1-DsRed 陽性
細胞の割合を算出した。その結果、出生後 1 日目の心臓の冠血管では Flk1 と Flt1 は共
に強く発現していたが（Fig. 14A、B）、成体の心臓の冠血管では Flk1 の発現が低下し、
Flt1 のみが発現することがわかった（Fig. 14C、D）。 





Fig. 14 出⽣後 1 ⽇⽬（P1）及び成体の⼼臓における Flk1・Flt1 の発現 
（A）出⽣後 1 ⽇⽬の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスの冠⾎管を⽰した。
冠⾎管には Flk1 と Flt1 が強く発現していた。 
（B）出⽣後 1 ⽇⽬の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスの冠⾎管における
Flk1-GFP 陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性細胞の割合を⽰した。冠⾎管において Flk1 と Flt1 は同
じレベルで発現していた。 
（C）成体の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスの冠⾎管を⽰した。⾎管内
⽪細胞に Flt1 は発現したが、Flk1 はほとんど観察されなかった。 
（D）成体のFlk1-GFP/Flt1-DsRedダブルトランスジェニックマウスの冠⾎管におけるFlk1-GFP
陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性細胞の割合を⽰した。冠⾎管において Flk1 の発現のみ低下してい
た。 
データはすべて平均値 ± 標準誤差で⽰し、N.S.は有意差がないことを⽰している。スケールバ




第 4 節	 心筋梗塞後の心臓における Flk1・Flt1 の発現解析 
	 前節では、出生後の心臓発達において Flk1 と Flt1 が時空間的に異なる発現パターン
を示すことを見出した。本節では、疾患における血管再生プロセスと Flk1・Flt1 との関
係を解析するために、出生後 6〜8 週目の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニッ
クマウスを用いて心筋梗塞モデルを作製し、心筋梗塞後 3 日目、7 日目、30 日目の心臓
を経時的に解析した。心筋梗塞モデルは左前下行肢を結紮することで作製した。また
Azan 染色を行うことで、心筋細胞を赤く、線維芽細胞（膠原線維）を青く染め分けた。





Fig. 15 ⼼筋梗塞モデルの作製 
Azan 染⾊した⼼筋梗塞前と⼼筋梗塞後 7 ⽇⽬の⼼臓の全体像を⽰した。⼼筋梗塞後 7 ⽇⽬、梗
塞巣で線維化が観察された。MI：⼼筋梗塞。スケールバーは、500 µm を⽰している。 
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 心筋梗塞後 3 日目、結紮直下の心筋層では心筋細胞が壊死し、DAPI によって染色さ
れない無細胞領域が観察された（Fig. 16、MI day 3）。一方、心外膜下及び心内膜下の一
部では血管内皮細胞が生存していた（Fig. 16、MI day 3）。この領域で細胞が生存した理
由として、心内膜側では心内腔から酸素が受動拡散し、心外膜側では隣接する心外膜側
の冠血管から側副血行で酸素や栄養が補われた可能性が考えられる。心筋梗塞後 7 日目
には、血管新生が起こり、毛細血管の増加と冠血管の形成を認めた（Fig. 16、MI day 7）。
興味深いことに、成体マウスであるにも関わらず、心筋梗塞後は Flk1 の発現が冠血管
内皮に観察された（Fig. 16、MI day 7、Fig. 17、MI day 7）。さらに興味深いことに、Flk1
陽性の血管内皮細胞が心外膜側から梗塞巣へ遊走することが観察され、血管再生は心外
膜側から起こることが示唆された（Fig. 16、MI day 7）。以上の結果は、心筋梗塞の急性
期において、冠血管の Flk1 が再び活性化され、出生後に見られた心外膜側からの血管
新生を再現したことを示している。その後、無細胞領域では線維芽細胞が増殖し、心筋
梗塞後 30 日目には線維化巣が形成された（Fig. 16、MI day 30）。この時、血管内皮細胞
における Flk1 の発現が低下しており、血管新生が終了したと考えられる。また、新生
した毛細血管の多くは消失したが、残存した冠血管では Flt1 の発現が認められ、血管が
成熟していた（Fig. 16 MI day 30、Fig. 17 MI day 30）。この結果から、心筋梗塞の慢性期
 31 
では冠血管における Flk1 の発現が低下し、Flt1 の発現のみが維持されることで、出生
後から成体になるまでに観察された冠血管の成熟過程が心筋梗塞後に再現されること
が示唆された。 






Fig. 16 ⼼筋梗塞後の⼼臓における Flk1・Flt1 の発現 
（A）⼼筋梗塞前、⼼筋梗塞後 3 ⽇⽬、7 ⽇⽬、30 ⽇⽬の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトラン
スジェニックマウスの⼼臓の梗塞巣を⽰した。⽩点線内は無細胞領域を⽰している。Flk1-GFP
陽性⾎管内⽪細胞が⼼外膜側から⾎管新⽣を起こし、無細胞領域の縮⼩が観察された。 
（B）梗塞巣における単位⾯積あたりの⾎管内⽪細胞数を⽰した（n = 3）。⼼筋梗塞後 7 ⽇⽬に
かけて⼀過性の⾎管新⽣が観察された。 






Fig. 17 ⼼筋梗塞後の⼼臓における Flk1・Flt1 の発現 
（A）⼼筋梗塞前、⼼筋梗塞後 3 ⽇⽬、7 ⽇⽬、30 ⽇⽬の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトラン
スジェニックマウスの⼼臓の冠⾎管を⽰した。左は梗塞巣（infarct）の冠⾎管を⽰している。右
は正常巣と梗塞巣の境界部（border）の冠⾎管を⽰している。⼼筋梗塞後 3 ⽇⽬から境界部の
Flk1-GFP が活性化され、⼼筋梗塞後 7 ⽇⽬、梗塞巣の冠⾎管において Flk1 が活性化された。 
（B）冠⾎管における Flk1-GFP 陽性もしくは Flt1-DsRed 陽性細胞の割合を⽰した（n = 3）。冠
⾎管において⼀過性の Flk1 の活性化が観察された。 
MI：⼼筋梗塞。データはすべて平均値 ± 標準誤差で⽰し、N.S.は有意差がないことを⽰してい
る。スケールバーは、30 µm を⽰している。 
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第 5 章	 考察 
第 1 節	 出生後の冠血管形成の最近の知見 




低酸素誘導因子（hypoxia inducible factor；HIF）が誘導される。HIF は、VEGF の産生を
促進することが知られており、この刺激によって血管形成が活性化される 13。これまで
に E16.5 において緻密層で Flk1 が活性化することを見出しており、この時期の緻密層


























私が見出した Flk1 と Flt1 の発現パターンとは異なっていた。本研究で用いた出生後 1
日目の Flk1-GFP/Flt1-DsRed ダブルトランスジェニックマウスでは、緻密化を起こした
心内膜側の冠血管に Flk1 は発現しないが、Flk1-LacZ ノックインマウスを詳細に観察し
た結果、心内膜の内皮において連続的な Flk1-LacZ 弱陽性細胞が存在することがわかっ
た（Fig. 9A）。この発現の相違の理由として、Flk1-GFP は BAC トランスジェニックマ
ウスであり、ノックインマウスと一部発現が異なる可能性などが考えられる。一方、
Flt1-DsRed BAC トランスジェニックマウスを用いた解析から、Flt1 は心内膜の内皮には
断続的に発現することがわかった（Fig. 12A）。Flk1 は細胞接着因子を誘導することで
血管内皮細胞同士の接着も制御するため、心内膜同士の接着も促進する可能性が考えら
れる。一方、既述の通り Flt1 は Flk1 の抑制因子として働く。すなわち、連続的な Flk1






第 3 節	 心血管再生医療の現状 
	 心筋梗塞モデルマウスを用いた解析では、梗塞後 7 日目にかけて一過性の血管新生を
認めた（Fig. 16、17）。この時、梗塞巣では心筋細胞は壊死しているため、梗塞巣での
VEGF 産生は、急性期の炎症によって活性化されたマクロファージなどの炎症性細胞に













































第 6 章	 結論 
	 心臓の機能を維持する上で、冠血管形成は心臓発生及び病態において重要である。こ
れまで血管形成における VEGF の役割は広範囲に渡って研究されてきたが、その受容体
である Flk1 と Flt1 の発現パターンや機能は十分解析されていない。その理由は、免疫




Flk1 の発現が低下した成体の冠血管においても一過性に Flk1 の発現が上昇し、血管新
生が促進されることがわかった。一方、Flt1 は急性期から慢性期にかけて血管に強く発
現することで、血管の機能を維持することがわかった。この研究成果は、出生後と心筋








いても維持された。以上の結果から Flk1 は血管新生に関与し、Flt1 は血管の成熟と機
能の維持に関与すると考えられる。以上のように、冠血管発生の制御のためには Flk1







本研究で私は、心筋梗塞後 3 日目から 7 日目にかけて、梗塞巣の血管内皮細胞で Flk1
の発現が一過性に上昇し、血管新生が活性化されることを見出した。一方、Flt1 は心筋
梗塞後 3 日目の急性期から 30 日目の慢性期まで残存血管及び新生血管に強く発現して
いた。興味深いことに、この心筋梗塞後の時空間的な Flk1 と Flt1 の発現パターンは、
出生後の血管形成における発現パターンを再現していた。 
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